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h Yiv o に お け る抗原特異的抗体産生の メ カ ニ ズ ム を明 ら か に す る 目的 で ， 破 傷風 ト キ ソ イ ド
くteta n u sto x oid， T Tl 初回 免疫後 の健康成人 の 末棉血単核球 くpe riphe ral blo od m o n o n u cle a r c ells，
P B M Cl， T細胞 ， n O nT 細胞 を用 い ， in vitr o で の 抗原特異的抗体産生の T細胞依存性 ， お よ び T細
胞 の 抗原特異的 ヘ ル パ ー 括性 に つ い て 経 時的に 検討 し た ． 破 傷風感染の 既往お よび T Tワ ク チ ン接種歴
の な い 健康成人 5例 に 対 し T T ワ ク チ ン を接種 した 後経時的に P B M C， 末楷血 丁細胞 ， n O nT 細胞 を
採取 し た ． P B M C， n O nT 細胞 に よ る T T抗原特異的抗体産生 ， お よ び T細胞 を T T抗原 特異的記憶
B細胞 を含む n o nT 細 胞 に 加 えて の T T抗原特異的抗体産生 を検討 した ． 培養 は T T抗原添加あ る い
は 無添加 の系で行 い ， 4 日間培養後上清 を採取 し く4 日目上 清L 培養細胞を洗浄後 T T抗原を添加 し
な い で さ ら に 8 日間培養 を継続 した後上 清 を採取 した く12 日目上 清卜 上 清中 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G
くim m u n oglobulin G， IgGl 抗T T 抗体 を酵素結合免疫 吸 着法 くen zym elinked im m u n o s o rbent
a s say， E LIS Al を 用 い て測定 した ． 免疫前の P B M C， nO n T 細胞 に よ る 4 日目上 清中， 12日目上 清中
の IgG 抗 T T抗体塵生 は認 め ら れ なか っ たが ， 免疫後 に は 全例 で IgG 抗 T T抗体産生 が 認め ら れ
た ． 4 日目上清中の IgG 抗 T T抗体産生は ． 培養液中の T T抗原 お よ び自己 丁細胞 の 存在 の有無 に か
か わ らず認め られ た が ， 6週 目以 降の12日目上 清中の IgG 抗 T T抗体産生は ， 培養液中 に T T抗原お
よ び自 己 丁細胞が存在する場合 に の み 認め られ た ． 又12 日目上 清中の IgG 抗 T T抗体産生 は ， T T抗
原特異的記憶B細胞 を含 む n o nT 細胞 へ 初 回免疫後の 自己 丁細胞 を加え た場合 に は認 め られ た が ， 同
じ non T 細胞に 初 回免疫前 の自己 丁細胞 を加 えた場合 に は認 め ら れ な か っ た ． さ ら に ， 同 じ n o nT 細
胞 と経特約 に採取 しキ自 己 丁細胞 と の培養 で は ， 初回 免疫後 1 旬 3週目以降の 自己 丁細胞 を加 え た場合
に の み IgG 抗 T T抗体産生が認 め られ た ． 抗体産生量 は経時的 に 変動 した が ， P B M Cに よ る IgG 抗
T T抗体産生量の 変動 とは 一 致 しな か っ た ， こ れ ら の 所見 よ り ， 抗原非依存性の IgG 抗 T T抗体産生
はT細胞非依存性で あ る が ， 抗原依存性 の T T抗原特異的記憶 B細胞に よ る抗体産生 は T T での 初 回
免疫後 の T細胞依存性 で あ る事が 明ら か と な っ た ． さ ら に 抗原特異的 ヘ ル パ
ー T細胞活性 は ， 初回免疫
前 に は 認め ら れず ， 免疫後 1 へ 3週目よ り 出現 し経時的な変動 を示 す こ と が明 ら か と な っ た ．
Eey w o rds prim a ry im m u niz atio n， teta n uStO X Oid， IgG a nti
－teta n u S
to x oidantibody， a ntige n－SpeCific helper T cella ctivity
In vitro に お け る抗体産生 に 関す る解析に は ， こ れ 対す る in vitr o抗体産生 に つ い て も ， こ の P WM 誘
まで 主と して非特異的刺激で あ る ポ ー ク ． ウ イ ー ド 導抗体産生 系 を 用 い た 研究 が数多 く報告 さ れ て い
マ イ ト ジ ュ ン くpoke w e ed mitogen ，PW Ml に よ っ て る
1 ト 8，
． しか し， P W M添加培養系で は P W M が非特
多ク ロ ー ン性抗体産生 を誘導す る 系 を 用 い て行 わ れ 異的な抗原刺激と し て 作用 す るた め ， 得 ら れ る 結果
て き た ． 破傷風 ト キソ イ ド くteta n u sto x oid， T Tlに は多ク ロ ー ン 性抗 体産 生 の 一 部 と して の 抗 T T抗体
A bbr e viatio ns ニA E T， 2－ a min o－ethylis othio uro niu m bromidei E LIS A， e n Zym e
－1inked
im m uno s orbent a say ニF C S， fetal c alfs er u mニ王gG， im m u n oglobulin Gi K L H， keyhole
lim pet he m ocyanin三 O D， Optic al density iP B M C， peripher al blo od m ononu cle ar c e1
1s三
初 回免疫後 の 抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性
産生を反 映す る こ と に な り ， 抗原特異的抗体産生 の
評価 は困難 で あ っ た ． そ こ で ， PW M を 用い ず に
T T な どの 特異的抗原刺激を利用 す る 抗原特異的抗
体産生系が近年確立 され てき た 9ト 川
最近 Lu m ら
15ト 1乃
，
S hioba r aら
珊
は ， in vitr o抗体
産生の 培養法 に 改良 を加 え ． 培 養開始後 4 日 目 に 上
清中か ら 一 旦 抗原 を除去 す る こ と に よ り ， 追加免疫
を必要と す る こ とな く ， 免疫 さ れ た 正 常 人 の83％以
上 に in vitr oT T抗原特異的抗体産生 を検出し得 る
こと を明 ら か に した ． 大塚 ら1 鋸狐 は こ の in vitro 抗体
産生系 を用 い て ， T Tに よる 初回 免疫後 の inviv oの
T T抗原特異的抗体産生お よ びin vitro に お け る末
梢血液中の T T 抗原特異的抗体産生細胞の 動態に つ
い て研究 し ， TT に よ る 初 回 免疫後自然 に IgG 抗
T T抗体 を産生 す る B細胞が血清抗体価 が陽性 を示
す時期に 一 致 し て 末棺 血液中 を循 環 し て お り ， T T
抗原特異的記憶 B細胞 は自然に IgG 抗 T T抗体 を産
生する B細胞 と同時か ， 又 は そ の 消失 よ り や や遅 れ
て 末棉血 液中を循環 して い る こ と を明 ら か に し た ．
一 方抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性 の 動態 に つ い
ては， T T抗原特異的記憶 B細胞を含 む末棺血液中
の n o nT 細胞 に よ る特異的抗体産生を指標 に し て 検
討さ れ て い る 2 瀾 ． しか し こ れ ら は P W M刺激 に よ る
抗体産生系 を用 い た も の で ， 特異 的抗原刺激 に よ り
誘導され る 抗原特異的 ヘ ル パ ー T細 胞活性 に つ い て
の 報告は 少な く盟，
，
さ ら に
， 初回 免疫前後 で の 抗原特
異的抗体産生に 対 す る抗原特異的 ヘ ル パ ー T細 胞活
性の 動態は未 だ不明 で あ る ．
そ こ で 著者 は ， T T ワ ク チ ン の 接種歴 の な い 健康
成人 を対象 と し ， T T初 回免疫後の in vitr o に お け
る末梢血単核球 く peripher al blo od m o n o n u cle a r
C ells，P B M CI に よ る 抗原 特異的抗体産生の T細胞依
存性を検討 し ， さ ら に
， 初回免疫前後 の 末梢 血液中
丁細胞 の抗原特異的 ヘ ル パ ー 活性 を ， T 細胞依存性
に抗原特異的抗体産 生 を行 う n o nT 細胞 に 及 ぼ す影
響を指標と して検討 した ．
対象 お よ び方法
I ． 対 象
破傷風の 感染既往お よ び T T ワ ク チ ン接種歴 の な
い健康成人 5名 く男性 5 軋 年齢20へ 2 8歳1 を T T
初回接種 の 対象と した ．
II． 免疫方法
855
対象 5名 くCa s elJ qv51 に 対 して T Tワ ク チ ン く沈
降破傷風 ト キ ソ イ ド ， Lot No． 405－0ンく武 田薬品， 大
阪コ 0．5ml を筋肉内に 接種 した ． 接種 日 を 0週目 と
し
，
その 後 1週日 ． 3週目 に 初回接種 と同様 の方法
で追加接種 を行 っ た ． 又 ， T T抗原特異的記憶 B細胞
を豊富に 含 む n o nT 細胞分画 を得る目的 で ， 初 回接
種後28過日 に さ ら に 追加接種 を行 っ た 組 ．
m ． P B M Cの 採取 お よ ぴ ， 細胞分離
末棺血 の採取 は初回接種前 お よ び初回接種後1 1過
ま で 毎週 1 回行 い
．
Ca se4， 5 では ， その 後2 句 3週
間隔で18週目 まで 行 っ た ． T T抗原特異的記憶 B細
胞を豊富 に 含 む non T 細胞分画 を得る目的で28過日
に追加接種 を実施 し， そ の 2 又 は 3過後 に も採血 を
行っ た ■ P B M Cは ヘ パ リ ン 加末梢血 よ り Fic o11－Hy－
paqu e比 重遠心法を用 い て分離 した24，． 末梢血 は同量
の RP M I1640培養液 くGI B C O， Grand， Isla nd，
N Y， U－S．A －1 で希釈 し ， 15ml の プラ ス チ ッ ク遠心管
CFalc o n No ． 20971 くBecto n D ickin so n， Ne w
Je rs ey， U．S．A ．1 を用 い ， リ ン ホ プ レ ツ プ くNyc o m．
ed A S， Oslo， No r w ay1 1容 に 対 して希釈さ れ た 末梢
血 2容の比率で リ ン ホ プ レ ツ プ上 に 静か に 重層 し ，
室温で35分間， 600x g で遠心 した ． 遠心後中間層の
細胞 を採取 し 了混入 す る抗 T T抗体 を除去す る た め
に R P M 工1640培養液で 6 回洗浄 した後 ， ス ト レ プ ト
マ イ シ ン を 0，1g几 ペ ニ シ リ ン G を 50， 00 Uノ1， 非動
化牛胎児血清 くfetalc alfse r u m， F CSl くGI B C Ol を
10％添加 した R P M 工164 0培養液く培養液一 に 浮遊 さ
せ PB M C と した． P B M C から T細胞
，
n OnT 細 胞
へ の 分画 は ，2－a min o－ ethylis othio u roniu m bromide
くA E Tl くSigm a C he mic al Co ． St． Louis， M O，
U ．S．A ．う処理 の ヒ ツ ジ赤血球H Iと の ロ ゼ ッ ト形成法 に
よ り行 っ た261． P B M Cは 50ml の プ ラ ス チ ッ ク 遠心
管 くFalc o nNo ． 20701 を用 い て 非動化 F C Sを20％
添加し た R P M I 1 640 培養液で 107ノml の 濃度 に 調整
し ， 非動化 F CS を20％添加 した R P M I 1 640培養液
に 浮遊 して あ る A E T処理 ヒ ツ ジ赤血球 を P B MC の




C l OOxg で 5分間遠心
した ■ 遠心 後 さ ら に 1 時間40C に 保 っ た後 ， ゆ る や
か に 沈漆 を ほ ぐ し ， 冷 却 し た リ ン ホ プ レ ツ プ に
PB M C分離の 場合と同様 に 重 層 し ， 4OC で35分間，
600x g で 遠心 し た ． 中間層の 細胞 を採取 し ， 非勤化
F C Sを10％添加 した R P M I 1640培養液で 3 回洗浄
した後 ， 培 養液 に 浮遊さ せ n o nT 細胞分画と し た ．
P BS， phosphate buffer ed s alin eニ P W M， pOke w eed mitoge ni T N P， trinitrophenylニ T T，
tetan usto x oid．
856
沈澄は0．83％の 塩化 ア ン モ ニ ウム 溶液
印 1 ml を加 え
ヒ ツ ジ 赤血球 を溶血 させ ， 非勧化 F C S を10％添加 し
た R P M 王1640培養液で 3 回洗浄 し た後 ， 培養液 に 浮
遊 させ T細胞分画と した ． T細胞分画 の E ロ ゼ ッ ト
形成率 は95％以 上 n o nT 細胞分画 へ の E ロ ゼ ッ ト
形成細胞の混入 は 5％以下 で あ っ た 一 n O nT 細胞分
画 へ の 非特異的 エ ス テ ラ ー ゼ染色陽性細胞 の 混 入 は
40〆 － 60％で あ っ た ．
IV． 細胞 の 凍結保存お よ び解凍
細胞の 凍結保存 は ， 非動化 F C S を20％ ， お よ び ジ
メ チ ル ス ル フ ォ オ キサ イ ド く和光純薬， 大阪う を10％
添加 し冷却 した R P M I 1640培養液 で 1 へ ノ 2 X lO
7ノ
ml の濃度 に 調整さ れ た細胞 を 1ml づつ 細胞保存 用
チ ュ ー ブ く Whe ato n Cryule vial くW H E ATON
Scientific， Ne wJer s ey， U ．S．A ．1 に 分注 し， プ ロ グラ
ム フ リ ー ザ ー くmic r o c o mputerized progr a mfr e ez－
e r， F F P 210うく大阪酸素 ， 守山さ を用 い て ， － 40
0
C ま
で は － 1 ．O
O
Clmin ， － 4 0
0
C か ら － 8 0
0
C ま で は，
－ 3．0
8
Cノmin の 速度で凍結 し， 直 ち に 液 体窒素中に
保存 した ． 細胞の解凍 は ， 凍結細胞 を37
0
C の恒温槽
に て 急速 に 解凍 した後 ， 非動化 F C S を50％添加 し冷
却 し た R P M 工1640培養液 に て 緩徐に 希釈 し ． 2 回洗
浄 し た後 に 培養液 に 浮遊 させ た ， 解 凍後 の 生細胞率
は ， トリ バ ン プ ル
ー 色素排泄法 に て7 0％以 上 で あ っ
た ．
V ． In vitro イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G くim m u n o－
globnliれ G， IgGう 抗 T T抗 体 産生
In vitr o お ける T T抗原刺激 に よ る IgG 抗 TT
抗体産生 は Lu m ら
15
切 方法 を用 い た ． 細胞 は培養液
に 浮遊 さ せ ， P B M C は 6Xl O
5lw ell， T細 胞 は 7 x
l O
5
lw ell， n On T細胞 は2xlO
5lw ellの 濃度で ， U 型マ
イ ク ロ プ レ ー ト くNu n clo nDeltal くNu n c， Ro skilde，
De n m a rkI に200JLl づつ 単独 で ， あ る い はあら か じ
め予 備実験で確認 し た至 適量の T T抗原 くDivisio n
of Biologic Labolatorie s， Co m m o n w e alth of
M a ss a chu s etts Depa rtm ent of Public He alth，
Bo ston ， M A， U．S．A ．1 25nglml を添加 し て ， ぞれ ぞ
れ 6穴づ つ 分注 し ， 37
0
C， 100％湿度 ， 5％ C O2in
air の条件下 で 培養 した ． T 細胞 と n o nT 細胞 の混
合培養 を行う場合 も ， T細胞 ， n O nT 細胞の 濃度は
そ れ ぞ れ 7 XlO
5lw ell， 2xlO5Jw ell と し た． 培 養4
日 目 に 培養上清く4 日目上 清1 を採取 し ， ウ ェ ル 内に
Tablel． Se rial study of lgG a nti－T T a ntibody pr odu ctio n in the s upe r n ata nts of 4rday c ultu re s of P B M Cwith o r
witho ut T T a ntige n
ll
Pre sen c e
of T T
a ntige n
Ca s e in c ultr e
co n c e ntr atio nくngJm り of IgG a nti－T T a ntibody pr odu c ed in 6 c ultu r e s of P B M C
2I
te sted
We eks afte rthe inital v a c cin atio n with T Ta ntige n
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 1 3 15 18
2．6 21臥6 7 0．5
士0．6 士1 43－9 土2l．
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147．1 33 4 て 6．8
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り T he c o n c entr atio n sくngJmり of TgG a nti，T Ta ntibody a r e sho wn a s m e a n士 S．D． fr o m6 w e11s c ultu r ed－
2I P B M C二こPe riphe r al blo od rno n o n u cle a r c e11s
3l ntニ ニ n Otte Sted
初 回免疫後の抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性
残っ た細胞 を R P M l 1640 培養液 で 3 回 洗浄 し て培
養液内の T T抗原 を除去後， 培養液 を新た に 加 えた ．
その後 の さ ら に 8日 間培養を継続 し ， 培 養終 了 後 そ
の上 清く12 日目上 清ン を採取 し た ． 採取 し た上 清 は測
定暗ま でれ200C で 凍結保存 した ．
V王． IgG 抗 TT 抗体 価 の 測 定
上清中の IgG 抗 T T抗体価 は Lu m ら 15切 方法 に
準じ て 酵素結合免疫吸 着法くEn zym e－1inked im m u－
n os orbe nt a ss ay， E LIS Al に よ っ て 測 定 し た ． ま
ず， pI1 9．6 の 0．05M炭酸綬衝液で 5ノノ gノmlの 濃度
に 調整し た T T抗原を1 00ノバ づ つ 平底 マ イ ク ロ プ
レ ー ト くIm m u n oplate り くNu n cl に 加 え ， こ れ を3
アC で24時間放置 しプ レ ー ト の 表面 に 抗原 を 吸 着 さ
せた ． 次 い で
，
0．05％ Tw e en20くSigm al を添加 し
た pH 7．2， 浸透圧 280m Oslkg の リ ン 酸緩衝食塩水
くpho sphate buffered s alin e－ Tw ee n， P B S－T w e e nl
でプ レ ー ト を 3 回 洗浄 し ， 10％牛血清 ア ル ブ ミ ン
くSigm al を添加 した リ ン 酸緩衝食塩水 を10 0JLl づ
つ 加え て37
0
C で 2 時 間反 応 さ せ た ． 反応 終 了 後
PB S－Tw e e nで 3 回洗浄 し ， こ れ を測 定用 プ レ ー ト
として 測定時ま で－200C で 凍結保存 した ．
培養上 清10毎 1 を測定用 プ レ ー トに 加 え て3 アC で
2時間反応さ せ た後 ． P B S－ Twe en で 3 回洗浄 した ．
次い で 2次抗体 と し てp王i 7．1 の 10m M リ ン 酸緩衝
液で 1 こ1500に 希釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識 ヤ ギ
抗ヒ ト IgG 抗体 くT A G O， In c． ， Bu rlinga m e， C A，
U．S．A ．1 を100FLl 加 えて37
0
C で 1時間反応さ せ た ．
反応終了後 プ レ ー ト を P B S－Tw e enで 3 回洗浄 し ，
過酸化水素水 を0．03％添加 した pH 4 ．0 の 0 ユM ク エ
ン酸緩衝液 に 2， 2
，
． a zin odi－く3．ethylbe n zthia z ol ine
S ulfo nic a cidl くSigm al を 1．Og11 の 濃度 に 溶解 させ
た溶液を100ノバ づ つ 加 えた ． 室温で30分間反応 さ せ
た 後， た だ ち に そ の 呈 色反 応 の 吸 光度 くoptic al
de nsity， O Dl を 吸 光 度 計LくEI Are ade r M ode1
2501 くBio －Rad Lab． ， Richm o nd， C A， U．S．A ．i を用
いて 波長 4 05n m で 測定 した ． な お ， 上 清中 の IgG
抗 T T抗体の 絶対量 は 各測定 プ レ ー ト ごと に ア ア ニ
ティ ． カ ラ ム で 精製 した既 知濃度の 工gG 抗 T T抗体
mr． L． G ． Lu m よ り供与l の 希釈系列 を加 え ， それ
より得られ た標準曲線 か ら求 めた ． 本法 の 測 定下限
値は 1．6ngノml で あ り ， 測定下限値以 上 の O Dを示




二 群 の 平均値 の 差 の 検定 は等分敵性 の 検定 の 後
Stude nt 又 は ， Welch の t検定 で行 っ た ． 多群 間の
857
平均値の 差の 検定 は ， 一 元 配置分散分析後 Du n can
の 多重比 較法 妙 で行 っ た ． pく0．05の 場合 を 有意差
あ りと判定し た ．
成 績
工 ． T T ワ ク チ ン 未 接種時 の iェ YitroIgG 坑
T T 抗体産 生
T T ワ ク チ ン接種前の P B M Cの T T抗原添加お
よび 無添加 の 培養 で 得ら れ た 4 日目上 清中 ， 1 2日 目
上 清中の 工gG 抗 T T抗体産生は 5例と も 測定下限値
以下 で あ っ た ． 又
，
T細胞 ， n O nT 細胞分画の T T
抗原添加お よ び無添加の培養 で 得ら れ た 4 日 目 上 清
中， 12日目上 清中の 工gG 抗 T T抗体産生 も同様 に 測
定下限値以下 で あ っ た ．
H ． T Tワ ク チ ン接種後の in Yitr o工gG 抗 T T抗
体産生
1 ． P B M Cに よ る 4 日目上 清中の IgG 抗 T T抗
体産生
表 1 に T T ワ ク チ ン 接種後 の P B M Cに よ る 4 日
目上 清中の IgG 抗 T T抗体産生の経時的変化 を示
す ． 4 日目 上清中の 工gG 抗 T T抗体の塵生は ， 培養
系 へ の TT 抗原添加 の有無 に か か わ ら ず認 め ら れ
た ． 又 6 ウェ ル の 平均値で比較 した IgG 抗 T T抗体
の産 生 量 は T T抗原 を添加 し た培養で も有意な増加
を認 め な か っ た ． 各例 ごと に IgG 抗 T T抗体産生の
認め られ る時期 を比 較す る と T T抗原添加の 有無に
か か わ ら ず検討 した 全例で 一 致 して い た ．
今回検討 した 5例 に つ い て は初 回 接種後 2 ノ ー 3過
日で IgG 抗 T T抗体が 上 清中に 検出さ れ る よう に な
り
，
3 一 － 4 過 日 に 最高 の 抗体産 生 を 示 し た ． 一 方
IgG 抗 T T抗体が検出さ れ る 期間は各例 ごと に 羞 を
認 め た も の の ， 全例 7 へ 1 1 週目 に は 消失 し た ．
Ca s el， 2， 4， 5 では ， 一 旦 IgG 抗 T T抗体が検出さ
れ な く な り ， 1
一 － 3週後 に 再 び 検出さ れ る よ う に
な っ た ．
2 ． non T 細 胞 に よ る 4 日 目 上 清中 の IgG 抗
T T抗体産生
4 日目上 清中の in vitroIgG 抗 T T抗体産 生 に お
け る T 細胞依存性の 有無 を 明 ら か に す る目的 で ，
P B M C と， 分画後の T細胞 ， n O nT 細胞 を用 い て ，
4 日目上 清中の IgG 抗 T T抗体の 産 生 を検討 した ．
図1 に代 表例 を示 す ． PB M C よ る IgG 抗 T T抗体
の産生 は T T 抗原添加 の 有無 に か か わ ら ず認 め ら
れ
， 産生畳も T T抗原の添加に よ り増加が み ら れ な
か っ た ． IgG 抗 T T抗体の 産生 はT細胞 の みで は 認
め られ な か っ た が
，
n O nT 細胞 の み で は T T抗原添
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加 の有無 に か か わ らず認 め られ た ． ま た ， 抗 体 の 産
生畳 も T T抗原の添加 に よ り有意 な増加が み られ な
か っ た ． 表 2 に 全例 の 実測値 を示 し た が ， い ず れ も
同様 の結果が得 られ た ．
表 3に n o nT 細胞 に よ る 4 日目上 清中の 工gG 抗
T T抗体産生の経時的変化 を示 す ． 4 日目 上 清中の
IgG 抗 T T抗体の産生は培養系 へ の T T抗原添加 の
有無に か か わ らず認め ら れ ， 産 生畳も T T抗原の添
加 に よ り有意な増加が み ら れ な か っ た ．
IgG 抗 TT 抗体産生の認め ら れ る 時期 を T T抗原
添加の有無 で比較す る と 全例 で T T抗原 の添加の有
無 に か か わ ら ず 一 致 し て い た ． さ ら に 各例 ご と に
P B MC に よ る 4 日目上清中の IgG 抗 T T抗体産生
の経時的変化 と比較す る と抗体産生 の 認 め られ る 時
期 は 一 致 して い た ．
以 上 の結果か ら 4日目 上清中の 1gG 抗 T T抗体産
生 は T T抗原非依存性 で か つ T細胞非依存性 で ある
と考え ら れ た ．
3 ． P B M Cに よ る12 日目上 清中の IgG 抗 T T抗
体塵生
0 0 00
0 0 0 0









































TT －8－ TT l ト
PB MC T cells nonT cells
Fig． 1． Antigen a nd T c el independency of lgG
a nti－TT a ntibody pr odu ctio n in the 4－day
Supe rn at ntS． Vario u s c ult r es studied a r e
Sho w n o nthe ho riz o ntal a xis． P B M C， T T
a nd せ de n ote peripher al blo od m o n o n u cle a r
C ells， C ultu re swith T Ta ntige n a nd c ultu re s
witho ut T T a ntige n， r e Spe Ctiv ely． P B M C， T
C ells and n on T cells c o ntain ed 6xlO
5
c ells，
7XlO5 cells a nd 2xlO
5
c ells， reSpe Ctiv ely．
Ea ch cir cle r epres entsthe c o nc entr ation of IgG
a nti－T Ta ntibodyくngJ
I
m1 pr odu c ed afte r4－day
Of cultu r e． Clo sed circle s a nd open circles
r epre s e nt po sitiv e a nd negativ e w e11s， re Spe Ct－
iv ely． T he geo m etric m e a n s a r eindic ated by
tbe ． ■t ．
表 4 に T T ワ クチ ン 接種後の P B M Cに よ る12日
目上 清中の 工gG 抗 T T抗体産生の経時的変化 を 示
す ■ T T抗原 を添 加 し た培養系 で は ， 各例 ごと に 抗体
の 産生時期 に 差 は認 めた もの の ， 工gG 抗 T T抗体 は
変動 を示 しな が ら初回 免疫後11へ 18週 目 ま で 産 生さ
れ た ．
T T抗原 を 添加 しな い 培養系で は IgG 抗 T T抗体
の 産生は 4 句 5週目 まで 認 め られ た が そ れ 以後 は 認
め ら れ な か っ た ．
4 ． n o nT 細 胞 に よ る1 2日目 上 清 中 の IgG 抗
T T抗体産生
P B M C が T T抗原依存性 に IgG 抗 T T抗体産生
を行 う時期に つ い て ， 12 日目上 清中の IgG 抗 T T抗
体産生の T細胞依存性 の 有無 を明 ら か に す る目的で ，
P B M C と， 分画後の T 細胞 ， n O n
．
T 細胞 を用 い て，
12 日目上 清中の IgG 抗 T T抗体 の 産生を検討 した ．
図 2 に代 表例 を示 す ． P B M Cに よ る IgG 抗 T T抗
体 の 産生は ， T T抗原 を添加 した 培養 に の み 認 めら
れ ， T細胞 ま た は ， n O nT 細胞 の み で は T T抗原添
加の 有無 に か か わ らず， IgG 抗 T T抗体の 産生 は認
め られ な か っ た ． 表 5 に全例 の 実測値 を示 す が ， 全
例で 同様の 結果 が 認め られ た ．
以 上 よ り 6週目以降の P B M Cに よ る12 日目上 清
中の IgG 抗 T T抗体産生 は T T抗原依存性でか つ
T細胞依存性 で あ ると 考 えら れ た ．
m ． T T ワ ク チ ン 初 回 接 種 前後 の T 細 胞 に よ る
T T抗 原特異的 ヘ ル パ ー 活 性
大塚 ら は抗原依存性 に IgG 抗 T T抗体 を産生する
Table2． IgG a nti－T T antibody produ ctio n in the
S upe r n ata ntS Of 4－day cultu r e s of PB M C， T c e11s a．nd
n o nT c e11s り
Cellfr a ctio n
P B M C2I T c ells N o n T c ells
Ca s e 仁り













































り The c o n c e ntr atio n sくnglmll of IgG a nti－TT a ntibody
a re sho w n a s m e a n士 S．D． fr o m6w ells c ultu red．
21 P B M Cニ pe riphe r al blo od m o n o n u cle a r c ells
31 く＋1m e a n s cultu rewith T Ta ntige n．
ト1 m e a n s cult rewitho ut T Ta ntige n．
41 Nu mbe r in pa r e n the sis m e a n s the
．
w eek w he n the
Study w a sdo n e afte rthe initialv a c cl n atio n．
初回免疫後 の 抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性 859
Table3． Se ri alstudy of IgG a nti－T T a ntibody produ ctio n in the s upe rn ata nts of 4－day c ultu r e s of n o nT c ells
with o r witho ut T T a ntige n
lI
Pr e s e n c e co n c e ntratio nくnglml of IgG a nti－T Ta nti body produ c ed in 6 cultu re s of No n T c ells te sted




in c ultr e
2 3 4 5 6 7 a 9 10 11 13 15 18
＋ 32．6 16 4■7 1 4．2
士6．0 土22．4 士3，5
34，4 17 3．5 1 9．5
士5．5 士1 0，4 士4．0
4．1 0 0 0 0 0 0
士l．3


















































































0．5 1 l，3 64．2
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1 81．6 3 0 4．9 9．2
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1 T he c o n c e ntr atio n sくngノml of IgG a nti－T Ta ntibody a r e sho w n a s m e a n士 S．D ． fro m6 we11s c ultu r ed．
2l nt ニ n Ot te Sted
T8ble4． Serial s tudy of IgG a nti－T T a n tibody pr odu ctio nin the super n ata nts of 12－day c ultu re s of P B MC with o r wi tho ut T T
a ntigen
lI
Pr e se n c e
of T T
a ntige n
Ca s eirl C ultr e
Co n c e nt r aio ntnglml of IgG a ntトT Ta ntibody pr odu c ed in 6 c ultu r es oE P B MC
21
tested
We eks after the inital v a c cin a tio n with T a ntige n
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士43．5
22．5 n t tI O
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44．3 1．8 3．2 3．3ホ轟 3．0 27．8 6．8 nt
土23．6 士3，l 士4．2 士4．2 士4．2 土22．3 土8，2
nt nt
13．6 nt tI O O O O n f n t rlt
士3．5
0 0 7．4 1．0
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0 0 14．4 0
士9．7
0 0 0 0 l．8 3．5 n t
士3．4 土5．2
0 0 0 0 0 0 n t
n t nt
nt nt
0 38．5 0 5．6 0 14．9 4．2榊 0 8．0輩 薔 7．6 0 ，3 353．5 36．3
士16．7 士乱g 士14．8 士2，2 士4．5 土5．9 士0．8 土624．0 士44．9
9．4 19．6 2．1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
士3．9 士4．7 士2．4
0 0 15．6 0 0．4 l．1 0．4 0．3 l．0 0 25．3一事 nt O
士11．6 士0．9 士1．8 士0．9 土0．8 士l．7 士14．8
0 2．3 12．6 0 0 0 0 0 0 0 0
土0．5 士3．6
nt O
り The c o n c e ntratio n sくngJIrn1lof IgG a ntトT T a ntibody a re sho w nas m e an 士 S．D． fro m6 w ells cultu red．
21 PBM Cニ Pe riphe r alblo od m o n o n u cle a r c ells
3I nt ニ n Ot te Sted




Table5． 1gG anti－TT a ntibody pr odu ctio n in the
s upe r n a t a n t s of 12－day c ult u r e s of P B M C． T c e11s a nd
n o nT c ellsu
Cell rr a c tio n
P B M C21 T c el s No n T c ells
Case く＋ け
．
く十う ＋ く＋1 卜I く十1 仁1
l く叩一J 62． 抽 Sl O
土33，7
2 く101 27．8轟 0
士22．3
3 りり 3．5 0
土5．2
4 く101 乱0佃 0
土4．5
5 く131 2 5．3轟書 0
土14，8
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0
11 The con c en t ratio n sくngノm1lof rgG a nti，TT a ntibody
ar e sho wn a sm ea n 士 S．D． fr o m6 w e11s c ultu red．
21 PB MC こ periphe ral blo od m o n o n u cle a r c e11s
31 く＋1 m e a n s c ultu r ewi th T Ta ntigeヮ．
巨1 m e a n s c ultu r e witho u tTT a n tlge n．
41 Nu mbe r in pa r e n the sis m e a n s the Te ek whe n the
Study w a sdo n e afte rtheinitialv a c cln atio n．
51 St a tistic al signific a n c e s a r e sho w n a sfollo w s こ
轟
pく0．05． ． pく0．01 v s． P B M Cc ultu r e witho u tT T
































0 0 0 0 0 0 0 000
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0





．LPBMC T c el ls nonT cel ls
Fig． 2． Antige n a nd Tc ell depe nden cy of IgG
a nti－ T T a ntibody pr odu ctio n in the 1 2－day
Supe r nata ntS． Vario u s c ultu r e s studied a re
Sho w n o nthe ho riz o ntal a xis． P B M C， T T
a nd せ den ote pe ripheral blo od m o n o n u clea r
C ells， Cultu re s with T Ta ntige n a nd c ultu r e s
Without T T a ntige n， re SpeCtively． PB M C， T
Cells a nd n o nT c ells c o ntain ed 6xlO5 ce11s，
7xlO5 cels a nd 2xl O5 c ells， re SpeCtiv ely．
Each cir cle r epre s e ntsthe c o n c e ntr atio n ofIgG
a nti－ T T a ntibody くngl m1 pr odu c ed after
12－day of c ultu re． Clo s ed cir cle s a nd open
Cir cle s repre s e nt po sitiv e a nd negativ e w e11s，
re spe ctiv ely． T he ge o m etric m e a n s ar e
indic ated by the －
B細胞 を TT 抗原 特異的記憶 B細胞と推定 して い る
1脚
． T T抗原特異的記憶 B細胞 に よ る in vitr o で の
抗体産生 に は ， T T抗原 と 自己 丁細胞 の存在 が 必 要
で あ る こ とが 示 され たが ， 免疫 前の P B MC か らは
工gG 抗 T T抗体 の 産生 は認 め ら れ な い こ と よ り ，
T T に よ る初 回 免疫前後 の T細胞 で ， T T抗原特異
的 ヘ ル パ ー 活性 に は差が あ る事が 予 想 さ れ る ． 図3
は こ の事 を明 ら か に す る目的 で行 っ た 実験 の 代表的
な結果である ．
T T抗原特異的記憶 B細胞 を豊富 に 含 む 追加免疫
後 の n o nT 細胞 を単独で培養 した 場合 に も ， ま た初
回 免疫前 の 自 己 丁 細胞 を加 え て 培養 し た場合 に も
1gG 抗 T T抗体の産生 は認め ら れ な っ た ． しか し こ
の n o nT 細胞 に 追加免疫後の 自 己 丁細胞 ま たは初回




















l l リ ー l H
nonTb no nTb nonT b no nTb
Tb せ To TlO
Fig ．3． Post－im m u niz ed T c ell depe nden cy of
IgG anti－T Tantibody pr odu ctio nin the12－day
Supe r n ate ntS，Va rio u s c o cultu r es studied are
sho w n o nthe ho riz o ntal a xis． No nTb， Tb，
T O， T lOa nd せ de n ote n o nT c ells s epa r ated
fr o mP B M Cafte rthebo o ste rim m u niz ation， T
C ells sepa r ated fr o mP B M Cafte rthe bo oster
im m uniz ation， T cells sepa rated fro m P B M C
before the prl m a ry im m u niz atio n， T c ells
Sepa r ated fro m P B M ClO w e eks afterthe
prl m a ry im m u niz atio n a nd c ultu r e s witho utT
c ells， re Spe Ctiv ely． No n T c ells c o ntain ed
2xl OS c ells a nd the くT＋ n o nTI c ontain ed
7xl O
5
T c ells and 2xlO
5
n o nT c ells． Ea ch
c ultu r e c o ntained 25ngl ml of T Ta ntige n．
Ea ch cir cle r epr e s e ntsthe c o n c entr atio n of IgG
a nti－ T T a ntibody くnglm1 pr odu c ed afte r
12－day of c ultu r e． Clo sed cir cle s a nd ope n
cir cle s r epr es e nt po sitiv e a nd n egativ e w ells，
r espe ctiv ely． T he ge o m etric m e an s are
indic ated by the．－ ．． ．
初回免疫後の 抗原特異的 ヘ ル パ ー T 細胞活性
Table6． Requir e m e nt of po st－im m u nized T c ells fo r IgG a nti－ T T a ntibody
pr odu ction in the supern ata nts of 1 2－day cultu r es
ll
Co ntr oI Co c ultures te sted
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11 T he c o n c e ntr atio n sくngノml of IgG a nti－ T Ta ntibody a r e sho w n a s m e a n士S．D．
21 T b， n O nT ba r e sepa r ated fro mP BMC afterthe bo o ste rirm u niz atio n．
31 T O is sepa r ated fro mP B M Cju st befo r ethe initial im m u nl Z atio n．
41 Tl O is s epa r ated fro mP B M C l Ow eeks aftertheinitial im m u niz atio n．
51 Statistic al significa n ce s a resho wn a sfollo w sニ 輩p く 0．05， ホ 3kp く 0．01，
糊 ホ
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Fig， 4． Se rialchange sin a ntige n－ Spe Cific helpe rT Cella ctivity afte rthe prim ary
im m umiz atio n－ Antige n－ Spe Cific helper T c el a ctivity w a s e v alu ated by IgG
a nti－T Ta ntibody pr odu ctio n c ocultu red with 2xlO
5
fix ed n o nT c ells obtain ed
2 w e eks afterthe bo o ste rim m u niz ation plu s7XlO
5
T c ells obtain ed s e ria11y
afte rthe prim a ry im m u niz atio n． Ea ch circle repre se nts the co n ce ntr atio n of
IgG a nti－T Ta ntibodyくngJ，mllpr odu c ed afte r12－day of c ulture． Clo s e8 circles
a nd ope n circle s repr es e nt po sitiv e a nd n egativ e w ells， reSpe Ctiv ely． T he
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We eks afte r the initial v a c cin atio n
Fig． 5． D iffer e n c e of the kin etic s betw e e n
a ntigen－ Spe Cific helper T c ella ctivity く％1 a nd
antigen－ SpeCific antibody pr odu ctio nby P B M C
く％ナ afte rthe prim aryim m u niz atio n． The ％
antigen － SpeCific helpe r T c ell a ctivity w a s
defin ed a sくa ntigen． specific helpe r a ctivity of
e a ch w e eklltM a xim um a ntige n． spe cific helpe r
a ctivitYI XlOOa nd ％ a ntigen－ Spe Cific a nti－
body produ ctio n w a sdefin ed a sくa ntigen． spe－
cific a ntibody pr odu ctio n of e a ch w e ekll
くM axim u m antige n－ Spe Cific a ntibody produ c－
tio nlx100． く＋1 a nd くOJ den ote Ca se4 a nd
Ca se5， r e Spe Ctiv ely ．
体の 産生 は 認め ら れ た ．
表 6 に 全 例の 実測値 を 示 す ． Ca sel へ 3 で 追加免疫
後の non T 細胞分画中 に T T抗原 非依存性か つ T細
胞非依存性 に 工gG 抗 T T抗体 を産 生 す る B細胞が含
まれ て い る点 を除 け ば全例 で 同様 の 結果 が 得られ た．
以 上 よ り n o nT 細胞 に よ る抗原依存性 の IgG 抗
T T抗体産生 は初回免疫後の T細胞依存性 で あ る と
考 えら れ た ．
IV． T T ワ ク チ ン 初回 接種 後の TT 抗 原 特 異的ヘ
ル パ ー T 細胞 活性 の 経時的変 化
T T抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性 は ， T T ワ ク
チ ン で の 初回免疫前の T 細胞 に は 認 め ら れ ず初 回免
疫後 の T細胞 に は認 め られ る こ と が 明 ら か に な っ た
た め ， 次 に T T抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性の 経
時的な変化を検討 した ， 図4 に， 追加 免疫後の n o n
T 細 胞 に 初回 免疫前後経時的に 採取 し た自 己 丁稚胞
と T T抗原 を添加培養 して得 た IgG 抗 T T抗体産
生の 変化 を示 す ． 初回 免疫後1週目 の 自 己 丁 細胞を
加 え た培養 の12 日目上 清中 に は IgG 抗 T T抗体 は検
出さ れ な か っ たが ， 2過日以 降の 自 己 丁細胞 を加え
た培姜で は検出さ れ た ． その 後18週目 ま で 検索を続
け た が ， lgG 抗 T T抗体 は ， そ の 産 生量 は経時的に
変動 を示 した も の の 常 に 検 出さ れ た ． 表 7 に 検討し
た 全例の 実測値 を示 した が ， 各例 に よ り 若 干 差 は認
め ら れ るも の の ， ほ ぼ 同様の 傾向が み ら れ た ． 即ち
Ca s elへ 3 で は初回 免疫前の 自己 丁細胞 を加え た培嚢
系の IgG 抗 T T抗体 の 産 生 量 に 比 べ て ． 初回 免疫後
2 又 は 3週目以 降 の 自 己 丁 細胞 を加 え た 培養系で
IgG 抗 T T抗体 の 産生 が増加 す る傾向が認 められ，
Ca s e4， 5 で は初回 免疫後 1 又 は 2過日以降の 自己丁
細胞 を加 えた 培養系で IgG 抗 T T抗体の 産生 が認め
られ た ． こ の IgG 抗 T T抗体の 産生11旬 18 週目まで
Table7 Serialcha nge sin a ntige n－SPe Cific helpe rT c elIa c tivity after the initiaJ v a c cin atio n
U
W e eks afte rthe initial v a c cin a tio n withTT a ntige n
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11 Antigen－ SPe Ciric helpe r T c ell a ctivityis e v alu ated byIgG a ntトTT a ntibody produ ctio n c o c ultu r ed fiy ed n o nT c ells plu
s T
c ells obtain ed s e rialy afte rtheinitial v a c cia ntio n， W he rethe c o n c e n t r atio nsくnglmlI ofIgG a nti－TT a ntibody a re sho w n a s
m e a n士S．D．
2I nt ニ n Ot te Sted
37 Statistic al signific a n c es a re sho wn a sfollo w sこ
蠣
pく0．05v s－ C ultu r e at O w e ek by AN OVA folo w ed by Du n c a n
I
s rn ultiple
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検索を行 っ た と こ ろ ， 症例 に よ り差 が あ り ， ま た 初
回免疫後の 時期 に よ り変動が み られ る も の の 常 に 検
出され た ■
6週以 降の P B M Cに よる12日 目上 清中の IgG 抗
T T抗体産生 と T T抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性
を比較し た と こ ろ ， 図 5 に 示 す よう に ， T T抗 原特異
的 ヘ ル パ ー T細胞活性 は認 めら れ る に も か か わ ら ず，
P B M Cに よる12 日目上 清中の IgG 抗 T T抗原産生
の 認め ら れ な い 時期が 存在 した ．
考 察
本研究に お け る成績か ら ， 健康成人 を T T で初回
免疫した場合 ， P B M Cに よ る培養 4 日 目 上 清中の
T T抗原非依存性 に 認 め られ るIgG 抗 T T抗体産生
は． T細胞非依存性 で あ り ， 一 方 ， 培養1 2 日目上 清中
の T T抗原依存性に 認 め ら れ る IgG 抗 T T抗体産
生は T細胞依存性 で あ る こ と が明 ら か と な っ た ． さ
らに
，
こ の T T抗原特異的抗体産生 に 必要 な T細胞
は
，
in viv oの T T での 免疫後の も の で あ る こ とが 必
要であ り ， その ヘ ル パ ー 活性 を経時的 に 検討す る と ，
初回 免疫後 の 時期 に よ り 変動 す る こ と が 明 ら か と
な っ た ．
P B M Cに よ る 4 日目上 清中の IgG 抗 T T抗体産
生は大塚 らの 報告1g，那と同様 に 初回 免疫後 2過日 か ら
認めら れ 6 へ 10週 目ま で 持続 した く表 1コ． こ の 4 日
目上清中の IgG 抗 T T抗体産生 は ， T T抗原無添加
で no n T 細胞分画の み で も認 め られ く表 3う， か つ ，
その 出現 時期が P B M Cに よ る 4 日目上 清中の IgG
抗 T T抗体産生の 出現時期と 一 致 して い た の で
．
T
細胞非依存性 で か つ T T 抗 原非依 存性 に 自然 に
IgG 抗 T T抗体 を産生す る抗原特異的 B細胞 に よ る
もの と考 え られ る ． 追加 免疫後に は ， 我 々 の 検 出 し
たB細胞と同様 に T細胞非依存性 で か つ マ イ ト ジ ュ
ン非依存性 に IgG 抗 T T抗体 を産生す る B細胞が末
楷血 を循環 す る こ とが 報告さ れ て い る ． し か し そ の
出現 時期 は初 回免疫 の 場合 と は 異 な っ て い る ．
Ste ve n sら
29，
， Geha
3O，は T Tの 追加免疫 に お い て ， 追
加免疫後 5 日以内 に T 細胞 や P W Mの 非 依存 下 で
IgG 抗 T T抗体を自然に 産 生す る B 細胞が末梢血液
中に検出 で き る よう に な り
，
1週 間後 に は 消失 し た
と報告して い る ． 又 ． Kishim oto ら31，は ， T Tワ ク チ
ンに よる 初回免疫後 6週目に 追加免疫 した 際 に ， そ
の後短 期間自然に IgG 抗 T T抗体 を塵 生 す る 末梢血
B細胞が認 め られ た と報告 して い る ． こ の よ う に 追
加免疫後に 認 め られ る ， 自然に 工gG 抗 T T抗体産生
を行う B細胞 の 出現期間が初回免疫 の 場合 よ り も 短
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い 理 由 は不明 で あ るが ， 追加免疫で の 抗原特異的抗
体産生系 で は抗原特異的 サ プ レ ツ サ ー T細 胞 の 出
現2り， 抗イ デ ィ オ タイ プ抗体 に よ る サ ブ レ ツ サ ー T細
胞の 誘導32Iが報 告さ れ てお り ， T細胞 を介 して抗体産
生が抑制さ れ る 可能性が考 え られ る ． 又 ， 測定 法 や
培養条件の 差 も 考え られ る ． つ ま り 今 回 の 実験 の細
胞濃度は 3 XlO6ノml と こ れ ま で の 2 旬 3倍の濃度 で
あ り， 加 え て培養 ウ ェ ル 数 は 6 ウェ ル と こ れ ま で の
2 へ 3倍 の 条件 で実施 した の で抗原特異的抗体産生
を検出す る感度 が高 い と考 え られ る ． い ずれ に せ よ ，
T T初 回 免疫時 に も 追加免疫 の 場合 と同様 に in
Viv oで T T抗原刺激 に よ り括性化さ れ抗体産生細胞
へ 分化 し， 自然 に 工gG 抗 T T抗体 を産生す る B細胞
が末棺血液中を循環す る 時期が存在 す る も の と 考 え
ら れ た ．
興 味深 い こ と に
，
Ca s el， 2，4，5 で は こ れ まで の 報
告19，20，と異な り
，
PB M Cに よ る 4 日 目上 清申の IgG
抗 T T抗体産生が 上 清中 に検出さ れ る よう に な っ た
後 に 一 時期 陰性化 し ， そ の 後再 び 陽性化 し て い る
く表 11． n o nT 細胞 に よ る 4 日目上 清申の IgG 抗
T T抗体塵生 も全 く同様の変動 を示 して い る く表 3ユ
ニ と か ら
，
T細胞 を介 した 変動と は考 え に く い ． 最
近大塚 ら 瑚 は ， 初回 免疫後 の 骨髄 リ ン パ 球 を経時的 に
採取 し ， そ の IgG 抗 T T抗体産生 を検討 した 結果 ，
自然に 工gG 抗 T T抗体 を産 生 する B細胞が未楷血 に
出現す－る時期 よ り 1 週間お く れ て 骨髄中に 出現 し ，
末梢血 か ら消失し た後も 長期間骨髄中 に 存在す る こ
と を見い 出し報告 し てい る ． 又 ， IgM 抗 T T抗体 を
検討し た 同様 の 報告 叫 も ある こ と か ら ， 抗原刺激で活
性化さ れ た B リン パ 球が 末楷血 中を循環 した 後 に 2
次性 リ ン パ 系臓器 へ S equ e Stratio n さ れ る た め IgG
抗 T T抗体 を産生す る B細胞 の 末梢血液中 へ の 出現
頻度 が変動 し た可能性も考え られ る ．
P B M Cに よ る12日目上 清中の IgG 抗 T T抗体産
生は初 回免疫 6週目以降， 抗原依存性 で あ っ た く表
4つ． 又 ， T 細 胞 ， n O nT 細 胞 の みで は 王gG 抗
T T抗体産 生は認 め ら れ な い が く表 5う， T 細胞 と
n o nT 細胞 を混 合培養す る こ と に よ り認め ら れ た こ
と よ り くデ ー タ ー 省 略う， 12 日目上 清中 の 工gG 抗
T T抗体産生は さ ら に T細胞依存性 で あ り ， T細 胞
の ヘ ル パ ー 機能が 必 要で あ る と 考 え ら れ た ． 静 止 期
の B細胞が活性化 され 抗体産生細胞 へ 分 化す る に は
T細胞 の 役割 が重 要 で あ る
おIこ と よ り ， 6週目以 降の
12日目上 清中の IgG 抗 TT 抗体の 産生は静止期 に あ
る T T抗原特異的記憶 B細胞 が T細胞の ヘ ル パ ー 機
能の も と で invitro で の T T抗原刺激 に よ り 活性化
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され ． 抗体産生細胞 へ 分化 した も の と 考 え ら れ る ．
こ の よう な T T抗原特異的記憶 B細胞 は ， P W Mを
用 い た 系で 追加免疫後 に 出現す る こ とが 報告 さ れ て
い る が ， そ の 出現時期は初 回免疫 の 場合 と差 が み ら
れ て い る ． Ste v en sら




加免疫後 にま ず自然 に IgG 抗 T T抗体 を産生す る B
細胞 が末梢血液中に 出現 し ， 次 に そ れ が 消失 した 後
P W M とT細胞 に 反応 して IgG 抗 T T抗体 を産 生す
る T T抗原特異的記憶 B細胞 が出現 し， 60日目 に は
消失 した と報告 して い る ． 一 方 ， 大塚
叫 は ， T T抗原
依存性に IgG 抗 T T抗体 を産生す る T T抗原特異
的記憶B細胞が ， 初 回免疫後 2週目 か ら 出現 し1 3週
目 まで認 め られ たと報告 し て い る ． 著者の 結果 で も ，
T T抗原特異的記憶 B細胞 は11旬 18週 目 ま で 比 較的
長期間認め ら れ た ． こ の T T抗原特異的記憶 B細胞
の 出現時期 に差が認 め られ る 原因 と して は 初回免疫
と追加免疫 の 差 ば か り で な く ， in vitro に お け る
P W M とT Tの 抗原刺激の菱 に よ る事 も考 え られ る ．
興 味 深 い こ と に ， Ca s e4， 5 で は 6過日 以 降 に
IgG 抗 T T抗体産生が い っ た ん 陽性化 して か ら陰性
化 し， 再び 陽性化 して い る ． こ の よ う な12 日目 上 清
中の IgG 抗 T T抗体産生 の経時的 な変動の 認 め ら れ
るメ カ ニ ズ ム と して は ， これ まで の 報告 か ら T 細胞
側 の要因と B細胞例の要因と が考 え られ る ． つ まり ，
い 追加免疫の 場合 ， 免疫後 2週目 か ら 4 ケ月日 ま
で 血清中 に 検出 さ れ ， in vitr o に お い て IgG 抗
T T抗体産生 を抑制 した と報告 され て い る 抗イ デ ィ
オ タイ プ抗体 に よ る抑制 卿 ， 2う 追加免疫の 場合免
疫後20ノ ー60日頃に 出現す る抗原特異的 サ プ レ ツ サ ー
T細胞の 影響叫 ， 31 T T抗原特異的記憶B細胞機能
の低下に よ る影響
21，
， 射 T T抗原特異的記憶 B細胞
の末棺血液中 へ の 出現頻度の 減少 な どで あ る ．
工n vitr o で の 抗原刺激 に よ る抗原特異的抗体産生
の T 細胞依存性 は ， こ れ ま で に も イ ン フ ル エ ン ザ
ウイ ル ス
珊
， keyholelim pethe m o cya nin くK L Hl
39，ぉ
よび T T
12垣 用 い た系で 報告 され て い る ． 抗 原特異的
B細胞の 活性化過程に は ， そ の B細 胞 と 抗原特異性
お よ び主要組織適合抗原 の 一 致 した ヘ ル パ ー T 細胞
が必要である おIこ とか ら ， こ れ ら の 系で ヘ ル パ ー 機能
を発拝 して い る T細胞は ， 少な く と も B細胞 の 活性
化過程 で は ， B細胞 と同様の抗原特異性 を持 っ た 抗
原特異的 ヘ ル パ ー T細胞 で あ る と考 え ら れ る － し か
し こ れ ら の 系はす ぺ て 抗原 で感作 さ れ た 後 の T 細胞
の活性を検討 して お り ， 感作 前の T細胞 の 抗原特異
的 ヘ ル パ ー 活性 を検討 した 報告は少なく
叫
， 著者の 研
究で ， TT 初 回免疫前 の T細胞が T T抗原刺激に よ
り ヘ ル パ ー 活性 を発揮 で き な か っ た 点 く表 61 は注
目 され る ． 初回 免疫前 に す で に 生体 に は T 細胞集団
の 中に そ れ ぞ れ の 抗原 と特異的に 反 応 し ， 活性化さ
れ る ク ロ ン が存在す る と 考 え ら れ て お り41，， 従 っ て
T T初回 免疫前の T 細胞の 中に も T T抗原特異的ヘ
ル パ ー T 細胞が 存在 す る と考 え ら れ る ． 初 回 免疫前
の T T抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞が そ の ヘ ル パ ー 活
性を発揮 で き な か っ た点 に つ い て は ， 今 後 ． 初 回免
疫前後 の 抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞 の 質的 あ る い は
量的な差 を検討 して い く 必要が あ る と思 われ る ．
抗原 刺激 に よ り誘導 さ れ る T T抗原特異的 ヘ ル
パ ー T細胞活性 は ， 初回免疫後 1 旬 3 週目 よ り出現
し た ． Ste v e n sら
21Iは ， T Tで の 追加免疫 2週後の 末
梢血液中丁細胞 に は in vitr o での P W M刺激 によ り
誘導さ れ る T T抗原特異的 ヘ ル ノミ一 括性が 増強して
い る こ と を示 して い る ． しか し ， P W Mは 非特異的
な抗原刺激と して 作 用 す る こ と か ら ， T T抗原刺激
に よ り誘導 され る ヘ ル パ ー T養田胞活性 と P W M刺激
に よ り誘導 さ れ る ヘ ル パ ー T 細胞活性 と は それ ぞれ
異な っ た も の を み て い る可能性も 否 定で き な い ．
T T抗原特異的 ヘ ル パ ー T 細胞清性 は ， 初 回免疫
後の 時期 によ り変動 を示 し た く表 7I． Z611er ら
42一
は
マ ウ ス の 系で ， ト リ ニ ト ロ フ ユ ニ ル くTrinitr ophe．
叩1， T N Pう に 対す る プ ラ ー ク 形成細胞数を指標とし
て ， 初回 免疫後の T N P特異的 ヘ ル パ
ー T 細胞 お よ
び ， T N P特異的サ ブ レ ツ サ ー T細胞 の 牌内 へ の 出現
頻度 を検討 し た 結果 ， 初 回 免疫後 の 時期 に よ り ，
T N P特異的 ヘ ル パ ー T細胞 の 出現頻度が変動し ， し
か も T N P特異的サ プ レ ツ サ ー T細胞 の 出現頻度が
それ と は逆の 変動 を示 す こ と を観察 し て い る ． 従 っ
て T T抗原特異的 ヘ ル パ ー T細 胞活性 が変動した原
因と し て は ， り T T抗原特異的あ る い は ， 非特異的
サ プ レ ツ サ ー T細胞の 影響 ， 21 T T抗原特異的ある
い は
，
非特異的 ヘ ル パ ー T細胞の 末棺 血液中 へ の 出
現頻度の 減少あ る い は機能 の 低下 な どが考 えら れる ■
T T抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性 が認 め ら れる
に も かか わ らず ， P B M Cに よ る12日目上 清中IgG 抗
T T抗体産生 の 認 め ら れ な い 時期 が 存在 し た こ と
く図5う よ り ， 初回 免疫後の T T抗原特異的記憶B
細胞 に よ る in vitr o で の IgG 抗 T T抗体産生 の 経
時的な変動の 原因は ， T T抗原特 異的 ヘ ル パ
ー T細
胞活性の 変動の 影 響の み で は説明 で き な い と 思われ
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活性が存在す る に も か か わ ら ず ， 抗原 特異的抗体産
生が認 め られ ない 症例が あ り ， 原因 は noD T 細胞群
の特 に B細胞 に あ る と報告 し てい る ． 従 っ て 本研究
初回免疫後の 抗原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性
に お ける P B M Cに よ るIgG 抗 T T抗体産生の 経時
的変動の 原因も主 に B細胞側に あ り ． い B細 胞の
末棉血液中の 出現 頻度 の 変動や ， 2う B細胞機能の
低下の 影響 な どが考 え られ る ．
本研究の 成績 は ， 末栴血 液中の T 細胞 お よ び no n
T 細胞 を用 い た もの で ある が ， 生体 内で 抗原特異的
な免疫反応 を生 じ て い る部位は 末輸血 液中以外 で あ
る可能性も考え られ る ． Geha301は T T での 追加免疫
後1 句 2 日後 に in vitro で の T T抗原刺激に 反 応 し
増殖す る T細胞 およ び T T抗原 と結合 す る B細胞が
末梢血液中か ら減少す る こ と を観察 し て い る ． 又 ，
最近． 末梢血液中の リ ン パ 球と ， リ ン パ 節 ． 肺臓 ．
骨髄な どの リ ン パ 系臓器内の リ ン パ 球 と の 免疫学的
性質の 遠い
瑚 亜卜 仰が 明ら か に され てき て い る ． 今後 末
棉血 リ ン パ 球 だ け で な く ， こ の よ う な リ ン パ 系臓器
内の リ ン パ 球 に よる 抗原特異的抗体産生機序 の 検討
によ っ て ， 不明 な点の 多い 免疫学的記憶 の メ カ ニ ズ
ム 勅 7Iも含め て ， 初 回免疫後の 生体内に お け る 免疫学
的出来事が 明 らか に な っ て い くも の と 考 え られ る ．
結 論
健康成人 を対象と して ， T T に よ る 初 回 免疫後 の
P B M Cに よ る invitr oで の 抗原特異的抗体産生 の T
細胞依存性 ， お よ び初 回 免疫前後 の 末梢 血液中の抗
原特異的 ヘ ル パ ー T細胞活性 に つ い て 経 時的 に 検討
し以下の よう な成績 を得 た ．
1 ． in vitr oで 自然 に IgG 抗 T T抗体 を産生す る
B細胞に よる 抗体産生 は T細胞非依存性 で あ る ．
2 ． in vitro で の T T抗原 刺激 に よ り IgG 抗
T T抗体を産生 す る T T抗原特異的記憶 B細胞 に よ
る抗体産生 は T T での 初 回免疫後 の T細胞依存性 で
ある ．
3 t T Tで の 初回免疫前の T細胞 は ， T T抗原 特異
的ヘ ル パ ー 活性を発 揮 で き な い ．
4 ． T T抗原特異的 ヘ ル パ ー 活性 は ， 初 回 免 疫後
1 へ 3週目 に 出現 し ， 個体差 が あ る も の の 初 回 免疫
後の 時期 に よ り活性 の 強 さが 変動 し た ． し か し検 討
した11過 旬 18週目 ま で 検 出さ れ続 け た ．
5 ． T T抗原特異的記憶 B細胞 に よ る IgG 抗
T T抗体産生の 経時的な変動 と T T抗原特異的 ヘ ル
パ ー T細胞活性 の 緯時的 な変動は ， 必 ず し も 一 致 し
なか っ た ．
以上 の 成績 か ら
， 末梢血 液中の T 細胞 に よ る T T
抗原特異的 ヘ ル パ ー 活性 は ， T T で の 初 回 免疫後 は
じめて出現 し， そ の 後 TT 抗原特異的記憶 B細胞 に
よる抗体産生活性 と は異 な っ た経 時的変動 を示 す こ
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とが 示 唆さ れ た ．
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Key w ords ニ prim ary im mu niza tio n， te ta n uS tO XOid． IgG anti－tet an u St OXOida ntibody，
a n tlge n
－SPeCific helperT cella ctivity
A bstr a ct
In an atte mpt toga l n a ninsight into the kin etics and mecha nis m sof in vivo antlge n
specific im m u ne respo nse， W e St udied tetan us t o x oid くT Tl a ntigen －Spe Cific antibody
respo nsesin peripher al blo od m o n o n u clear cellsくPBM Cl， T ce11s a nd no nT cells obtained
fr o m5 n or m al v olu nte ersim mu nized in viv o with TT antigen． T hese v olu nteers who hav e
n o histo ry of teta n usinfection w ere in oc ulated with T Tv acin e 3 tim es at a w eekly
interval asprim ary im m unizatio n． PBM C， T cells a nd n on T cells w ere separated from
hepariniz ed pe riphe ral blo od obtain ed befo r e a nd w e ekly afte r the prim ary im m u niz ation
until l lwe eks and the re afer biw eekly until 1 8w e eks． In vitr oIgG a nti－ T Tantibody titers
in the 4 － day supe r n at nts a nd the 12－ day s upe r n ata nts produ c ed by P B MC， T c ells， n O nT
c ells a nd a c o mbin atio n of Tand non T ce11s with or w主tho utTT a ntige n w ere m eas ured
with e nzym e－1inked im m uno s o rbe nt assayくE LISAl． Beforeim m u niza tion， PB MC， T cells，
n o nT cells a nd a c o mbin ation of T and n on T c e11s in a11c asesfailed to produc eIgG
anti－ T T a ntibody． Tw o w eeks afte rthe im m u niz ation ， lgG anti T Tantibody w as detected
in the 4－ day supern a t antsfr om both P BM Ca nd non T cells regardless of the pre s enc e or
abs e nce of T Ta ntige n in culture s． IgG a nti－ T T a ntibody w a s als o dete cted in the 1 2－day
S upern ata nS 2 w eeks after the im m u nization ． Alter 6 w e eks， IgG a nti－ TT a ntibody
Pr Oductio nby P B MC and a combin ation of T a nd n o nT cells w a sdetected o nly whe nT T
antlgen Wa Spr e Sent in c ultu r e s． In a ny c a s e， T T
－ Spe Cific helpe r T c ella ctl Vlty W a S n Ot
dete cted in c ultu r es obtained befo r eT T im m u niz atio n． T c ells gain ed T T
－
Spe Cific helper
a ctivity l to3 w eeks after the prim ary im m u niza tio n a nd r etain ed the a ctivity up to 1 8
w e eks． Inter estingly， the kin etic s of the T cellhelper activity ge n e ra ted afte r the prim ary
im m u nization w a s diffe r e nt fr o m that of in vitr o IgG anti－ T T antibody pr oduc tion by
P B MC． These res ultsindic ate tha t spo n ta n e o usIgG antトT T antibody produ ction in the
4－day s upern at ntsis T c ell indepe nden t， Where as an tige ndepe nde ntIgG a nti
－ T Tantibody
Pr Oductio ndetected in the 12－ day s uper n at ntsis T cell depende nt． Further m ore， T c ells
See m tO aCqulreT T－SPeCific helper actlVlty af er the prim ary im muniza tion and the ability
of help to a ntigen － Spe Cific antibody pr odu ction in vitro cha nges with the a m o u nt of tim e
after the prlm ary l m m u niz atio n．
